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SUMO（Small Ubiquitin-like Modifier）はタンパク質翻訳後修飾因子の 1つであり、ユ
ビキチンと類似した構造を持ち、標的タンパク質の構造、局在の変化や安定化に関わって
いる。分裂酵母においては Pmt3が唯一の SUMOとして知られており、pmt3破壊株では
テロメア長が伸長することが報告されている。テロメアは染色体末端に存在し、テロメア
リピートと呼ばれる繰り返し配列と、テロメアリピートに結合するタンパク質（シェルタ
リン複合体）で構成された染色体末端の保護に関わる構造である。テロメア伸長のメカニ
ズムには、テロメラーゼ非依存的な ALT（Alternative Lengthening of Telomeres）経路と、
テロメラーゼ依存的な non-ALT経路が存在する。pmt3破壊株のテロメア伸長は ALT経路
に依存していないと報告されており、SUMO 化修飾の non-ALT 経路への関与が示唆され
た。よって、pmt3破壊株でのテロメア伸長の要因は、テロメラーゼ活性の上昇、またはテ
ロメラーゼのアクセスを制限し伸長を抑制する T-loop の形成に異常が生じている可能性が
考えられた。また、卒業研究により、分裂酵母のテロメア構成タンパク質の一つである Tpz1
が SUMO化修飾を受けることを見出している。そこで本研究では、Tpz1の SUMO化の確
認、Tpz1の SUMO化に関わる SUMOの E3リガーゼの確定、Tpz1の SUMO化部位の確
定、Tpz1の SUMO化を受ける時期・局面の探索を行うことで、SUMO化による分裂酵母
テロメア長制御機構を明らかにすることを目的としている。まず、Tpz1 の SUMO 化が確
かなものなのかを調べるために、His タグを付加した SUMO を高発現させた状態で、
Ni-NTAを用いた Hisタグ融合タンパク質を精製する方法を用いて、SUMO化バンドを同
定したところ、精製前、精製後ともに SUMO化と思われるバンドが検出され、Tpz1-3FLAG
の SUMO 化が確認できた。次に、Tpz1の SUMO化に関わる SUMOの E3リガーゼを確
定するために、E3 リガーゼである Nse2 あるいは Pli1 を不活化した株である nse2-SA 株
と pli1 破壊株を用いて SUMO を高発現した状態での SUMO 化の変化を確認したところ、
pli1破壊株において SUMO化の消失が確認でき、Tpz1の SUMO化は主に Pli1に依存す
ることが示唆された。そして、Tpz1の SUMO化部位を確定するために、Tpz1の 242番目
のリジン（K）をアルギニン（R）に置換した（tpz1-K242R）株を用い、SUMO を高発現
した状態における SUMO 化の消失を確認したところ、tpz1-K242R 株で SUMO 化の消失
が確認でき、Tpz1の 242番目のリジンが SUMO化部位である可能性が示唆された。また、
内在性の SUMOによっても SUMO化が起こることを確認するために、TCAによる変性条
件での免疫沈降法により Tpz1-5FLAG を精製し、SUMO 化を確認したところ、野生型で
SUMO化が検出され、tpz1-K242R株で SUMO化が消失することが確認できた。よって、
Tpz1 が内在性の SUMO によって SUMO 化されることが確認できた。そして、野生株と
tpz1-K242R株における Tpz1の安定性を比較するために、タンパク質新規合成阻害剤であ
るシクロヘキシミドを添加して Tpz1 のタンパク質安定性を検証したところ、野生株と
tpz1-K242R株で安定性に差は見られなかった。このことから、Tpz1は SUMO化されるこ
とでユビキチン修飾を受けるわけではないと考えられる。次に、Tpz1 の SUMO 化を受け
る時期・局面を探索するために、cdc25-22 株または nda3-KM311 株を用い、細胞周期を
G2/M期もしくはM期に同調し、SUMO化の変化を調べたところ、体細胞分裂の過程の S
期で Tpz1の SUMO化が減少していた。このことから、Tpz1が脱 SUMO化されることに
よって、テロメア複製の前に、短くなっているテロメアを伸長させる可能性が考えられた。
それに加えて、テロメア複製を阻害した際の SUMO化の変化の検証を行ったところ、同様
にS期でTpz1のSUMO化が減少していた。このことから、テロメア複製を阻害してもTpz1
の SUMO化に影響はないと考えられる。最後に、各テロメアタンパク質を欠損させた際の
Tpz1の SUMO化への影響を調べるために、各テロメアタンパク質欠損株に SUMOを高発
現させ Tpz1が SUMO化に変化が生じるかどうかを確認したところ、ccq1破壊株で Tpz1
のSUMO化が減少し、poz1破壊株、taz1破壊株、rap1破壊株でTpz1のバンドの上にSUMO
化とは異なるシフトアップしたバンドが観察された。このことから、テロメア長を正に制
御している Ccq1が Tpz1 の SUMO化に必要な因子であることが分かり、テロメアを負に
制御している因子を破壊すると Tpz1が SUMO化とは異なる修飾を受けることが考えられ
た。また、この異なる修飾は Ccq1などのテロメア関連因子がリン酸化されることから、リ
ン酸化の可能性もあると考えている。 
